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Introdução
Em função do crescimento populacional, principalmente em países em
desenvolvimento, vem aumentando continuamente o consumo de produtos agrícolas.
Para enfrentar tal situação, o incremento da produtividade, pela incorporação de
novas tecnologias ao processo de produção, é estratégia-chave. Dos meios modernos
disponíveis e utilizáveis para a geração de novas tecnologias de produção de alimentos
e controle de pragas, nenhum individualmente ofereceu maior potencial de ganho do
que o melhoramento de plantas. No entanto, o que se percebe, atualmente, é que a
aplicação dos métodos tradicionais da genética tem levado o rendimento das culturas
a patamares cada vez mais estacionários, a custos cada vez mais elevados.
Entretanto, a revolução biotecnológica ocorrida na última década possibilitou o
desenvolvimento de tecnologias que permitem acesso a novas e variadas fontes de
variabilidade genética.  Em especial, o aprimoramento das tecnologias de DNA
recombinante e a otimização dos processos de transformação genética de vegetais
têm gerado um crescente interesse na aplicação desses conhecimentos para a
geração de nova variabilidade genética, utilizável em programas de melhoramento de
plantas.
O sorgo, o sexto cereal mais cultivado do mundo (Emani et al., 2002), é uma cultura
economicamente importante e constitui a base da alimentação para mais de 300
milhões de pessoas, em regiões semi-áridas da África e da Ásia (Casas et al., 1993;
Tadesse et al., 2003). No Brasil, é plantado em 718.431 ha, com uma produção total
de 1.569.337 t, na safra 2002/2003 (IBGE, 2003). Verifica-se, porém, que a sua
produtividade é baixa (1.500 a 2.500 kg/ha) e extremamente variável. Sendo uma
cultura economicamente importante, o desenvolvimento de cultivares superiores mais
produtivas, através da introdução de genes de resistência a vários estresses bióticos e
abióticos, é altamente desejável. Entretanto, esse cereal, tem-se mostrado
extremamente recalcitrante quando cultivado in vitro e o sucesso da aplicação das
modernas técnicas de transformação genética de plantas requer a utilização de
genótipos com alta capacidade de regeneração em cultura de tecidos.
Organogênese e Embriogênese
A regeneração ou morfogênese in vitro é o processo de formação de órgãos a partir
de outros pré-existentes, podendo ocorrer através da embriogênese somática ou
organogênese. Na embriogênese somática, ocorre a formação de embriões somáticos,
com fases similares às de formação do embrião zigótico, embora, obviamente, sem
fecundação (Segura, 1993). A embriogênese somática é um tipo de morfogênese em
que, a partir de tecidos provenientes diretamente do explante (embriogênese direta)
ou de calos (embriogênese indireta), formam-se embriões zigóticos. A embriogênese
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somática, na maioria dos cereais, utiliza como
explantes, para a cultura de tecidos, embriões
zigóticos imaturos, que precisam ser produzidos
regularmente durante todo o ano, para suprir um
programa de transformação genética, e, devido às
condições climáticas, nem sempre é possível a
obtenção de um grande número de embriões imaturos
diariamente.
Na morfogênese, através do processo de
organogênese, tecidos vegetais se diferenciam em
meristemas caulinares e/ou radiculares, originando
caules ou raízes, respectivamente. Quando a formação
de órgão é decorrente diretamente de tecido do
explante, ou de pequena proliferação do mesmo,
denomina-se organogênese direta. Quando ocorre a
partir de células do calo, denomina-se organogênese
indireta (George, 1996). Um protocolo eficiente de
organogênese de milho foi desenvolvido por O’Connor-
Sanchez et al. (2002), utilizando sementes maduras. A
utilização de sementes maduras como explantes, em
um programa de transformação genética de sorgo, é
altamente desejável, uma vez que essas sementes
podem ser estocadas e utilizadas durante todo o ano,
eliminando os problemas encontrados com a produção
de embriões imaturos.
Cultivo in vitro de Sorghum bicolor
A formação de calos e a regeneração de plantas de
sorgo in vitro dependem do genótipo, do meio de
cultura e do explante utilizado (Guo et al., 1993;
George, 1996). O desenvolvimento do sorgo em
cultura de tecidos tem-se mostrado bastante
recalcitrante. O principal problema encontrado no
cultivo in vitro de sorgo é a produção de compostos
fenólicos (Zhu et al., 1998; Kresovich et al., 1987),
que podem prejudicar o desenvolvimento da planta
(George, 1996). Segundo Cai et al. (1987), linhagens
de sorgo que têm altas quantidades de tanino estão
mais favoráveis a produzir compostos fenólicos em
cultura de tecido do que linhagens com baixas
quantidades de tanino. Cai et al. (1994), com o
objetivo de descrever um método para cultivar, in
vitro, panículas de sorgo até a fase de obtenção de
sementes, observaram que a freqüência de sementes
produzidas variou de 30% a 97%, dependendo do meio
de cultura e do genótipo. Eles relataram que as
linhagens que apresentavam maior quantidade de
tanino produziram menor número de sementes e isso
ocorreu, provavelmente, devido à liberação de
compostos fenólicos.
Para a obtenção de um protocolo eficiente de
transformação genética de sorgo, é necessário que
vários parâmetros, entre eles a regeneração do
cultivar in vitro, sejam otimizados. Portanto, este
trabalho teve como objetivos a identificação de
genótipos de sorgo capazes de regenerar
eficientemente, in vitro, pelo processo de
organogênese, como também a avaliação da influência
do período de permanência desses calos, em meio de
multiplicação, na regeneração de plantas de sorgo,
visando utilizar esses dados posteriormente na geração
de plantas transgênicas.
Formação de Calos Organogênicos
Objetivando selecionar linhagens de sorgo que formem
calos organogênicos apropriados para transformação
genética e capazes de regenerar eficientemente in
vitro, foram testadas 15 linhagens pertencentes ao
banco de germoplasma da Embrapa Milho e Sorgo
(CMSXS 101B, CMSXS 102B, CMSXS 107B, CMSXS
112B, CMSXS 114R, CMSXS 116R, CMSXS 156B,
CMSXS 157B, CMSXS 173R, CMSXS 178B, CMSXS
180R, CMSXS 210B, CMSXS 211B, CMSXS 230B e
CMSXS 232B). Inicialmente, as sementes foram
imersas em uma solução de etanol 50% durante 10
minutos e lavadas em água corrente por 30 minutos.
Em seguida, as sementes foram desinfestadas
superficialmente com uma solução de hipoclorito de
sódio 50% e Tween 20 0,01%, durante 30 minutos, e
lavadas com água destilada esterilizada por cinco
minutos. O passo anterior foi repetido três vezes.
Sementes de cada genótipo foram secadas em papel
toalha autoclavado e cultivadas com o ápice
embrionário voltado para cima, com o auxílio de uma
pinça (Figura 1A a 1C) , em placa de Petri contendo
meio de cultura MPC + Cu (Tabela 1). Foram
plaqueadas dez sementes por placa e, para cada
genótipo, foram feitas quatro repetições. As placas
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foram incubadas a 25oC, na presença de luz, durante
duas semanas. Assim que as sementes germinaram,
ocorreu a formação de calo ao nível do meristema
apical (Figura 1D); esses calos foram separados do
explante inicial e subcultivados por mais quatro
semanas, em meio de multiplicação MPC+Cu.
Entre as linhagens testadas, CMXS 112B, CMSXS
Tabela 1. Composição do meio de cultura MPC (mg/L).
102B e, CMSXS 210B (Tabela 2) foram as que melhor
desenvolveram calos organogênicos. As linhagens
incapazes de formarem calos apropriados para
transformação genética e, conseqüentemente,
regenerarem plantas in vitro, foram prejudicadas,
possivelmente, pela liberação de compostos fenólicos,
uma vez que o meio de cultura ao redor e abaixo dos
embriões plaqueados tornou-se escuro. É importante
informar que todas as linhagens testadas neste
trabalho apresentam tanino. Segundo George (1996),
diferentes genótipos, além de diferirem na quantidade
de substâncias fenólicas produzidas, podem diferir na
toxicidade e na sensibilidade. O meio de cultura
também foi fator importante, que contribuiu para o
desenvolvimento de explantes de sorgo, no trabalho
Tabela 2. Produção de calos organogênicos por
linhagens de Sorghum bicolor pertencentes à Embrapa
Milho e Sorgo.
desenvolvido por Cai et al. (1994). As linhagens
testadas por esses autores apresentaram
performances diferentes, dependendo da composição
do meio de cultivo em que foram mantidas.
Regeneração de Plantas
Para avaliar a influência do período de permanência de
calos organogênicos (Figura 2A) em meio de
multiplicação na regeneração de plantas de sorgo,
calos da linhagem CMSXS 112B foram mantidos por
27, 9 e 6 semanas em meio de multiplicação
MPC+CU e, posteriormente, transferidos para
Magentas (Sigma) contendo meio MS[MS sais e
vitaminas (Murashige & Skoog, 1962), 60 g/L
sacarose, 100 mg/L myo-inositol, 3 g/L phytagel, pH
5.8) e cultivados a 26oC em luz (16 horas,) durante 16
dias. Os calos mantidos em meio de multiplicação
durante seis semanas apresentaram a melhor taxa de
regeneração, sendo que em 80% deles houve a
formação de raízes, em 35% as folhas se enlongaram,
em 30% folhas e raízes cresceram simultaneamente e
em 10% não houve o desenvolvimento de nenhuma
das duas estruturas (Figura 2B). Em 20% dos calos
Composição MPC+CU
NH4NO3 1650
KNO3 1 900
MgSO4 .7H2O 370
CaCl2. 2H2O 440
KH2PO4 170
FeSO4.7H2O 27.84
Na2EDTA 37.24
MnSO4.H2O 16.9
H3BO3 6.2
ZnSO4.7H2O 8.6
Na2MoO4. 7H2O 0.25
KI 0.83
CoCl2. 6H2O 0.025
CuSO4.5H2O 1.275
Sucrose 30 000
Casein hydrolysate 0.5
Glycine 2
Thiamine. HCl 0.1
Pyridoxine. HCl 0.5
Nicotinic acid 0.5
2,4-D 1
BAP 1
Myo-inositol 100
Linhagens de
Sorghum bicolor
Presença de Calos
Organogênicos
CMSXS 101B ++
CMSXS 102B +++
CMSXS 107B -
CMSXS 112B +++
CMSXS 114R ++
CMSXS 116R ++
CMSXS 156B +
CMSXS 157B +
CMSXS 173R +
CMSXS 178B +
CMSXS 180R ++
CMSXS 210B +++
CMSXS 211B +
CMSXS 230B +
CMSXS 232B +
(-) ausência de calos organogênicos
(+) presença de calos organogênicos
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cultivados durante nove semanas houve a formação de
raízes, em 10% apenas as folhas se enlongaram, em
5% houve o crescimento simultâneo de folhas e raízes
e em 60% não houve o desenvolvimento de nenhuma
das duas estruturas (Figura 2C). Já após 27 semanas
de cultivo, 85% dos calos organogênicos não
desenvolveram nenhuma das duas estruturas (Figura
2D).
Esses resultados confirmam que a formação de calos e
a regeneração de plantas dependem do genótipo e da
constituição do meio de cultivo utilizado. Também
revelam que existe uma influência do tempo de
permanência dos calos organogênicos em meio de
multiplicação sob o processo de regeneração de
plantas de sorgo. Quanto menor o tempo gasto no
processo de multiplicação dos calos, maior a eficiência
de regeneração de plantas.
Figura 1: Indução de calos organogênicos de sorgo a partir de sementes germinadas. (A) Desinfestação das
sementes em solução detergente. (B) Plaqueamento das sementes em meio MPC+CU.  (C) Sementes germinadas
duas semanas após plaqueamento. (D) Calo formado na altura do meristema apical.
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